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^ (57) Abstract: The invention concerns a standard micro-component (4) for calibrating or standardizing fluorescence measuring 
^ instruments, comprising a substrate (1) whereon is arranged at least one thin film (2). The thin film (2) includes fluorescent compo- 
® nents. At least one first zone (3) of null thickness is formed in the thin film (2), thereby exposing the substrate (1). The thin film (2) 
S comprises at least one exposed zone (2a), such that first and second fluorescence levels are respectively defined in the non exposed 
part and in the exposed part (2a) of the thin film (2). The second fluorescence level is lower than the first fluorescence level. The 
O standard micro-component (4) can also include a plurality of stacked thin films so as to define a plurality of fluorescence levels. 
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(57) Abrege : Un micro-composant 6talon (4), destine au calibrage ou a l'elalonnage d'equipements de mesure de fluorescence, 
comprend un substrat (1) sur lequel est disposee au moins une couche mince (2). La couche mince (2) comporte des composants 
fluorescents. Au moins une premiere zone (3) d'epaisseur nulle est formee dans la couche mince (2), exposant ainsi le substrat (1). 
La couche mince (2) comporte au moins une zone (2a) insolee, de sorte que des premier et second niveaux de fluorescence sont 
respectivement d6finis dans la partie non insolee et dans la zone insolee (2a) de la couche mince 2. Le second niveau de fluorescence 
est infeiieur au premier niveau de fluorescence. Le microcomposant etolon (4) peut egalement comporter une plurality de couches 
minces superposees de maniere a d6finir une plurality de niveau de fluorescence. 
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Mlcro-composant etalon pour le calibrage ou I'etalonnage d'equipements 
de mesure de fluorescence et biopuce le comportant. 

5 Domaine technique de I'invention 

L'invention concerne un micro-composant 6talon pour le calibrage et 
i'etalonnage d'equipements de mesure de fluorescence comprenant un substrat 
sur lequel est disposee au moins un© couche mince comportant des 
10 composants fluorescents, ledit micro-composant comportant au moins des 
premier et second niveaux de fluorescence. 

L'invention concerne egalement une biopuce comportant ledit micro-composant. 

15 L'invention concerne egalement un procede de fabrication dudit micro- 
composant comprenant le depot sur un substrat d'au moins une couche mince 
comportant des composants fluorescents. 

20 Etat de la technique 

Un micro-composant etalon connu (figure 1) comporte un substrat 1 en verre, 
non fluorescent, sur lequel est deposee une couche 2 en materiau organique 
fluorescent, de 3 microns d'epaisseur. II comporte egalement des ouvertures 3 
25 formees dans la couche 2 par gravure. Ce type de micro-composant permet 
d'obtenir un niveau de fluorescence correspondant a celui de la couche 2. 
Cependant les ouvertures 3 ont approximativement une Iargeur de 4 microns et 
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sont espacees les unes des autres de 8 microns, ce qui n'est pas satisfaisant 
pour le calibrage des instruments gen^ralement employes. 

Le document WO-A-01 59503 decrit un micro-composant etalon comportant une 
s couche fluorescente deposed sur un substrat. II est generalement utilise pour 
etablir une base de reference entre diff6rents microscopes et pour caracteriser 
une qualite d'image, par exemple en termes de resolution, de contraste, de 
profondeur de champ et de distorsion. La couche est recouverte par un masque 
fin, comportant des ouvertures et non fluorescent. Le masque et la couche 
10 fluorescente sont plaques Tun sur I'autre, ce qui necessite trois operations de 
fabrication : la realisation de la couche, la realisation du masque et leur 
assemblage. De plus, le masque et la couche etant realises en deux materiaux 
differents, ils ne peuvent pas etre places sur le meme plan optique, au risque de 
deformer I'image optique de la zone observee. 

15 

Le document DE-A-1 0200865 decrit un etalon pour detecteur de fluorescence, 
I'etalon comportant plusieurs niveaux de fluorescence respectivement definis 
par des zones d'epaisseurs differentes. Chaque zone d'une epaisseur 
pr§d§terminee correspond a la superposition d'un nombre predetermine de 

20 couches minces en polymere. De plus, la caractenstique de fluorescence d'une 
couche mince depend du taux de reticulation de la couche mince en polymere, 
le taux de reticulation etant obtenu par I'insolation de la couche mince lors d'une 
etape de photolithographie. II est egalement indique que le phenomene 
d'oxydation des composants fluorescents dfl a une insolation (phenomene dit de 

25 "Bleaching") est un phenomene n6faste qui est evite dans I'etalon decrit dans le 
document DE-A-1 0200865. Un tel etalon est cependant peu pratique a mettre 
en ceuvre, sa fabrication necessitant une succession d'etapes de realisation 
longues et fastidieuses et I'etalon ainsi realise peut se reveler encombrant. 
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Objet de I'inventlon 

L'invention a pour but un micro-composant 6ta!on ne presentant pas les 
inconvenients des micro-composants 6talons de I'art anterieur et facile a 
5 realiser. 

Selon l'invention, ce but est atteint par les revendications annexees. 

Plus particulierement, ce but est atteint par le fait que les premier et second 
10 niveaux de fluorescence sont respectivement definis par une partie non insolee 
et par au moins une zone insolee de ladite couche mince, le second niveau de 
fluorescence 6tant inferieur au premier niveau de fluorescence. 

Selon un developpement de l'invention, la couche mince comporte au moins 
15 une ouverture dSfinissant un troisieme niveau de fluorescence inferieur aux 
premier et second niveaux de fluorescence. 

Selon un mode de realisation preferentiel, la couche mince comporte une 
pluralite de zones insolees de maniere a definir une plurality de niveaux de 
20 fluorescence differents. 

Selon une autre caracteristique de l'invention, le micro-composant 6talon 
comporte une pluralite de couches minces superposees, de maniere a d4finir 
une pluralite de niveaux de fluorescence. 

25 

L'invention a egalement pour objet une biopuce comportant, sur un mdme 
substrat, au moins une sonde biologique et au moins un micro-composant 
etalon tel que decrit ci-dessus. 
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L'invention a egalement pour but un proc§d6 de fabrication d'un te! micro- 
composant etalon. 

Selon I'invention, ce but est attaint par !e fait que le proc6d6 consiste h insoler 
5 au moins une zone de la couche mince de manidre k ce que des premier et 
second niveaux de fluorescence soient respectivement d6finis par la partie non 
insoiee et par la zone insoiee de la couche mince. 

10 Description sommaire des dessins 

D'autres avantages et caracteristiques ressortiront plus clairement de la 
description qui va suivre de modes particuliers de realisation de I'invention 
donnes k titre d'exemples non limitatifs et representes aux dessins annexes, 
15 dans lesquels : 

La figure 1 est une representation schematique d'un micro-composant etalon 
selon Tart anterieur. 

La figure 2 represente schematiquement un premier mode de realisation d'un 
20 micro-composant etalon selon I'invention. 

Les figures 3 et 4 represented un second mode de realisation d'un micro- 
composant etalon selon I'invention, respectivement avant et apr£s gravure d'une 
seconde couche mince. 

La figure 5 est une representation schematique d'une biopuce comprenant un 
25 micro-composant etalon selon I'invention. 

Les figures 6 et 7 represented des troisieme et quatrfeme modes de realisation 
d'un micro-composant etalon comportant une couche mince de protection selon 
I'invention. 
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Description de modes particuliers de realisation. 

Sur la figure 2, un micro-composant etalon 4 destine au calibrage ou a 
I'etalonnage d'equipements de mesure de fluorescence, tels que les 
5 microscopes de fluorescence confocale ou non, comporte un substrat 1 , non- 
fluorescent , sur lequel est disposee au moins une couche mince 2. Le substrat 
1 est, de preference, constitue par un materiau choisi parmi le silicium, la silice, 
le quartz, les plastiques et les verres. 

10 La couche mince 2 comporte des composants fluorescents definissant un 
premier niveau de fluorescence. Elle peut etre realisee en materiau fluorescent 
ou comporter des particules ou des molecules fluorescentes. Ainsi, elle peut 
etre constitute par une resine photosensible, fluorescente ou comportant des 
particules fluorescentes, telles que la Duramide® 7505 commercialisee par la 

15 societe OLIN Microelectronic Material. 

La couche mince 2 est deposee sur le substrat 1 , par tout type de procede 
connu. A titre d'exemple, elle peut etre deposee par un procede de depot 
chimique en phase vapeur, sous basse pression dit procede LPCVD (« Low 

20 Pressure Chemical Vapor Deposition »), ou sous plasma aussi appele procede 
PECVD (« Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition »). La couche mince 2 
peut egalement etre realisee par un depdt de tetraethoxysilane (Si(OC 2 H 5 ) 4 ou 
TEOS), par un procede de depdt par centrifugation d'une couche de photoresine 
connu sous les termes anglo-saxon de « spin-coating », par un depdt localise de 

25 resine (procedt « lift-off »), par evaporation, par pulverisation ou par trempage- 
etirage. 
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La couche mince 2 comporte, de preference, au moins une ouverture 3 libelant 
la surface du substrat 1 . Sur la figure 2, sept ouvertures 3 sont formees dans la 
couche mince 2 et elles dSfinissent un second niveau de fluorescence 
correspondant au niveau de fluorescence du substrat 1. Le niveau de 
fluorescence du substrat est au moins 10 fois inferieur au premier niveau de 
fluorescence de la couche mince 2, et prererentiellement 100 inrerieur au 
premier niveau de fluorescence. L'ensemble des ouvertures 3 forme des motifs 
et elles sont realisees par tout type de moyens connus. Elles sont, par exemple, 
formees par gravure, par photolithographie, par photolithographie suivie d'une 
gravure (proced6 « lift-off »). Ainsi, pour une couche mince 2 en nSsine 
photosensible, les ouvertures 3 sont, de preference, realisees par une etape de 
photolithographie classique (insolation puis revelation chimique). 

La couche mince 2 comporte au moins une zone 2a insolee par une source 
lumineuse 5, qui est, par exemple, une lampe a vapeur de mercure. Deux zones 
2a insolees sont representees sur la figure 2. L'insolation des zones 2a de la 
couche mince 2 engendre une oxydation des composants fluorescents de la 
couche mince 2 r6duisant leur caracteristique de fluorescence. Ce phenomene 
plus connu sous le nom anglo-saxon de « bleaching » est g§n6ralement 
conside>6 comme n6faste. Malgre ce prejugd, ce phenomene est, selon 
I'invention, utilise pour diminuer, de maniere controlee, les caracteristiques de 
fluorescence de la couche mince 2 au niveau des zones 2a, et done le niveau 
de fluorescence des zones 2a. Ainsi, la couche mince 2 presente deux niveaux 
de fluorescence distincts respectivement d&finis par la partie non insolee de la 
couche mince 2 et par les zones insolees 2a. 

Les zones 2a ont alors un niveau de fluorescence intermediate, infeYieur au 
premier niveau de fluorescence dSfini par la partie non insolee de la couche 
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mince 2 non insolee et, dans I'exemple decrit, supeneur au second niveau de 
fluorescence des ouvertures 3. Le choix des parametres tels que la longueur 
d'onde, la puissance et la periode de temps du rayonnement lumineux emis par 
la source lumineuse 5 delerminent le niveau de fluorescence interm$diaire, pour 

5 qu'il soit infeneur au premier niveau de fluorescence de la couche mince non 
insolee et supgrieur au second niveau de fluorescence, c'est-a-dire, le plus 
souvent, non nul. Ces parametres sont ajustes en fonction du type de materiau 
constituant la couche mince ainsi que de I'epaisseur de celle-ci. A titre 
d'exemple, le niveau de fluorescence d'une couche mince en reeine Duramide® 

10 7505 d'environ 10 microns d'epaisseur peut etre r^duit de moitte en insolant la 
couche mince avec une lampe a vapeur de mercure, avec une puissance de 
14500W/m 2 et une duree d'insolation de 240 minutes. 

Le micro-composant 4 presente I'avantage d'etre facile a realiser. En effet, Ies 
15 techniques de mise en oeuvre sont des techniques usuelles en micro- 
electronique qui permettent d'atteindre des dimensions de motifs de I'ordre de 
0,3jxm. Elles permettent de fabriquer collectivement un grand nombre de micro- 
composants ^talons sur un meme substrat et le nombre d'6tapes de realisation 
est limited Ainsi, selon Pinvention, un proc§d6 de fabrication d'un micro- 
20 composant consiste a deposer sur un substrat au moins une couche mince 
comportant des composants fluorescents et a insoler au moins une zone de la 
couche mince de maniere a ce que des premier et second niveaux de 
fluorescence soient respectivement deTinis par la partie non insolee et par la 
zone insolee de ia couche mince. 

25 

Selon une premiere variante de realisation, la couche mince 2 peut comporter 
une pluralite de zones insolees, de maniere a definir une plurality de niveaux 
intermediaires de fluorescence differents. Les niveaux de fluorescence 
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interm&Jiaires sont determines en fonction des caracteristiques locales globales 
d'insolation (puissance et dur£e d'insolation). Ces caracteristiques globales sont 
obtenues au cours d'une ou plusieurs insolations successives, ind6pendantes 
ou complementaires 

5 

Selon une autre variante de realisation, le micro-composant etalon peut 
cornporter en plus, une plurality de couches minces superpos6es, pouvant etre 
totalement, partieliement ou non insoiees, de manfere h definir une plurality de 

10 niveaux de fluorescence. Chaque couche mince comporte au moins une 
ouverture 3 et les ouvertures 3 d'au moins deux couches peuvent §tre 
superposees. Le proced6 de fabrication d'un tel micro-composant comporte 
alors le d£pdt, sur le substrat, d'une pluralite de couches minces superposees. 
Ceci presente I'avantage de r6aliser un micro-composant etalon ayant des 

15 dimensions equivalentes a celles des objets que le lecteur, dont on souhaite le 
calibrage ou Petalonnage. En particulier, I'epaisseur du materiau fluorescent 
constituant les motifs est proche de celle des zones & mesurer sur des 
biopuces, par exemple. Ceci permet de calibrer le lecteur dans des conditions 
optiques equivalentes h celles de lectures usuelles. L'£paisseur du micro- 

20 composant etalon est, de preference, inferieure & 50 microns, voir 1 0 microns. 

Ainsi, sur la figure 3, une seconde couche mince 6 est d£pos£e par tout type de 
moyen approprie sur le micro-composant etalon 4 comportant une premiere 
couche 2 telle que celle decrite h la figure 2. La seconde couche 6 recouvre 
25 alors les ouvertures 3, la premiere couche mince 2 et les zones 2a insoiees. Les 
premiere et seconde couches 2 et 6 ont des caracteristiques de fluorescence 
distinctes, soit par la nature des composants fluorescents respectifs qu'elles 
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comportent, soit par leurs concentrations respectives en composants 
fluorescents. 

Une partie de la seconde couche 6 est ensuite retiree (figure 4) par tout type de 
5 moyen approprie, de maniere a former des zones 6a, 6b et 6c, recouvrant 
respectivement une partie des zones 2a de la premiere couche mince 2, une 
partie des ouvertures 3 et une partie de la couche mince 2. Les zones 6b 
deTmissent un troisieme niveau de fluorescence correspondant a la 
caracteristique de fluorescence de la seconde couche mince 6. L'accumulation 
10 de plusieurs couches minces fluorescentes Tune sur I'autre augmentant d'autant 
le niveau de fluorescence, les zones 6a et 6c, respectivement superposees aux 
zones 2a et a la couche mince 2, d§finissent un quatrieme et un cinquieme 
niveau de fluorescence. Les quatrieme et cinquieme niveaux de fluorescence 
sont supeYieurs au niveau de fluorescence le plus eleve des premiere et 
15 seconde couches 2 et 6 non insolees. Le micro-composant 6talon 4 selon la 
figure 4, comporte alors 5 niveaux de fluorescence differents. 

Le micro-composant §talon peut etre realise sur un substrat, sur Iequel sont 
ensuite realisees des sondes biologiques. Ainsi, sur la figure 5, une biopuce 7 
20 comporte un substrat 1 , sur Iequel sont deposes des sondes biologiques 8 et le 
micro-composant 6talon 4. II est alors possible de realiser des biopuces 
comportant, sur un meme substrat, au moins un micro-composant §talon et au 
moins une sonde biologique. 

25 Les niveaux de fluorescence du micro-composant 6taIon peuvent 6galement 
etre stabilises dans le temps, en disposant par d6p6t, apres insolation, au moins 
une couche mince de protection, sur au moins une partie des couches minces 
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du micro-composant elalon. La couche mince de protection permet d'isoler, du 
milieu exteneur, au moins une partie des couches minces. 

A titre d'exemple represents sur la figure 6, un micro-composant 4 du type 
5 represents sur la figure 2, comporte un substrat 1 non-fluorescent, sur lequel est 
disposee au moins une premiere couche mince 2 structured. La couche mince 2 
peut egalement §tre constitute de molecules biologiques marquees par des 
particules ou des molecules fluorescentes. Dans ce cas, cette couche est 
realised et ddfinfe par tout type de precedes connus dans le domaine des 
10 * biopuces (fonctionnalisation, hybridation, adsorption...). Le micro-composant 
comportant ce type de couche mince peut, alors, servir de biopuce de reference. 

La premiere couche mince 2 est recouverte d'une couche mince de protection 9, 
destinee a isoler la premiere couche mince 2 du milieu exteneur dans lequel se 
15 trouve le micro-composant 4. Le milieu extSrieur est generalement de I'air. Ainsi, 
la couche de protection 9 evite I'oxydation des composants fluorescents 
contenus dans la couche mince 2, ce qui rend les composants fluorescents 
stables dans le temps. 

20 La couche de protection peut §tre opaque ou semi-transparente, lorsque la 
lecture du micro-composant est realisee a travers le substrat. Le substrat est, 
alors, transparent aux signaux optiques de lecture et qui peut §tre, par exemple, 
en verre, en silice ou en plastique. Au contraire, dans le cas ou la lecture du 
micro-composant est realisee du cote opposS au substrat, la couche de 

25 protection 9 doit §tre transparente aux signaux optiques de lecture recus et 
renvoySs par la premiere couche mince 2. Ceci permet d'exciter et d'observer le 
phenomSne de fluorescence, sans le perturber. 
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La couche mince de protection 9 est realisee par tout type de procedS approprie 
aux exigences de la couche de protection 9. A titre d'exemple, elle peut etre 
realisee par un procede LPCVD, PECVD, par evaporation, par pulverisation ou 
par "spin-coating". Avantageusement, la couche de protection 9 peut etre 
structured par tout type de moyens connus dans la microelectronique, de 
maniere a recouvrir, par exemple, au moins une partie des zones fluorescentes. 

Selon une variante de realisation, la couche mince 2 peut etre recouverte par 
une pluralite de couches minces de protection superposees. De plus, la ou les 
couches minces de protection peuvent etre utilisees pour renforcer les 
caractenstiques de fluorescence de la couche mince 2. Dans ce cas, les 
couches minces de protection peuvent §tre du type des couches minces 
decrites dans le document WO-A-0248691 . En particulier, le materiau formant la 
couche mince de protection peut etre choisi parmi les materiaux suivants : Ti0 2 , 
TaAs, Hf0 2 , Zr0 2 , MgO, Si0 2 , Si 3 N 4 , MgF 2 , et YF 3 , Al 2 0 3 , Zr0 4 Ti, Y 2 0 3 , le 
diamant et les oxynitrures. De plus, I'epaisseur de la couche mince de protection 
ou de chaque couche mince de protection est, de preference, calculee a partir 
de la formule suivante : n.e = k. X 1 4, dans laquelle n est I'indice de refraction du 
matenau composant la couche mince de protection pour une longueur d'onde X 
du signal optique de lecture recu par la premiere couche mince, e est 
I'epaisseur optique de la couche de protection et k est un entier impair. 
L'epaisseur optique correspond au produit de I'indice de refraction n avec 
I'epaisseur de la couche mince consideree, pour la longueur d'onde consideree. 

Comme represents a la figure 7, le micro-composant §ta!on peut, comme sur la 
figure 4, comporter une pluralite de couches minces 2 et 6 superposees, de 
maniere a dSfinir une pluralite de niveaux de fluorescence. Apres structuration 
de la couche mince 6, la couche mince de protection 9 est deposee sur le micro- 
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composant 4, de manfere & recouvrir, par exemple, totalement les couches 2 et 
6 et les parties ctecouvertes du substrat 1 . Le micro-composant 4, notamment 
destine & i'6talonnage ou au calibrage des 6quipements de mesure de la 
fluorescence, comporte alors plusieurs niveaux de fluorescence prot6g6s 
contre le milieu exterieur. 

Uemploi d'une couche mince de protection permet de r^aliser des micro- 
composants, tels que les puces Stalons ou micro-composants etalons, ayant 
des caract6ristiques de fluorescence stables dans le temps, ce qui permet de 
r6aliser des comparaisons entre plusieurs mesures 6tal6es dans le temps ou 
entre differents appareils de mesure, par rapport a une reference invariant dans 
le temps. 

Uinvention n'est pas limitee aux modes de realisation d^crits ci-dessus. Ainsi, 
au moins une partie de la seconde couche mince 6 peut egalement etre insoI6e, 
en meme temps que les zones 2a, avant ou apres, avec des parametres 
d'insolation, tels que la longueur d'onde, la dur§e ou la puissance d'insolation, 
differents ou identiques. 
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Revendications 

1. Micro-composant 6talon pour le calibrage et l'6talonnage d'6quipements de 
mesure de fluorescence comprenant un substrat (1) sur lequel est dispos6e au 

5 moins une couche mince (2, 6) comportant des composants fluorescents, ledit 
microcomposant comportant au moins des premier et second niveaux de 
fluorescence, micro-composant caract6ris6 en ce que les premier et second 
niveaux de fluorescence sont respectivement d^finis par une partie non insotee 
et par au moins une zone insotee (2a) de ladite couche mince (2, 6), le second 
10 niveau de fluorescence 6tant inferieur au premier niveau de fluorescence. 

2. Micro-composant 6talon selon la revendication 1 , caracferis§ en ce que la 
couche mince (2, 6) comporte au moins une ouverture (3) definissant un 
troisfeme niveau de fluorescence inferieur aux premier et second niveaux de 

15 fluorescence. 

3. Micro-composant 6taIon selon la revendication 2, caracteris6 en ce que le 
troisieme niveau de fluorescence correspond au niveau de fluorescence du 
substrat, 

20 

4. Micro-composant 6talon selon Tune quelconque des revendications 2 ou 3, 
caracteris6 en ce que le troisidme niveau de fluorescence est au moins 10 fois 
inferieur au premier niveau de fluorescence. 

25 5. Micro-composant etalon selon la revendication 4, caracferise en ce que le 
troisfeme niveau de fluorescence est 100 fois inferieur au premier niveau de 
fluorescence. 



WO 2004/065946 




PCT/FR2003/003656 



6. Micro-composant ttalon selon I'une quelconque des revendications 1 & 5, 
caracttrist en ce que la couche mince (2, 6) est constitute par un mattriau 
fluorescent 

5 7. Micro-composant ttalon selon Tune quelconque des revendications 1 & 6, 
caract6ris6 en ce que la couche mince (2, 6) comporte une plurality de zones 
insoltes de manidre h dtfinir une plurality de niveaux de fluorescence difftrents. 

8. Micro-composant ttalon selon Tune quelconque des revendications 1 & 7, 
10 caract§ris6 en ce que la couche mince (2, 6) est constitute par une resine 

photosensible. 

9. Micro-composant ttalon selon Tune quelconque des revendications 1 & 8, 
caracttrise en ce que le substrat (1) est constitue par un materiau choisi parmi 

15 le silicium, la silice synthetique, le quartz* les plastiques et les verres. 

10. Micro-composant ttalon selon Tune quelconque des revendications 1 & 9, 
caracttrise en ce qu'au moins une partie de la couche mince (2, 6) est 
recouverte par une couche mince de protection (9). 

20 

11. Micro-composant selon la revendication 10, caracttrise en ce que la couche 
mince de protection (9) est transparente a des signaux optiques de lecture 
regus et renvoyts par la couche mince (2, 6). 

25 12. Micro-composant selon Tune quelconque des revendications 10 et 11, 
caracttrise en ce que le micro-composant (4) comporte une plurality de 
couches minces de protection (9) superpostes. 



WO 2004/065946 




PCT/FR2003/003656 



13. Micro-composant selon Tune quelconque des revendications 10 a 12, 
caracteris6 en ce que le mateiiau formant la couche mince de protection (9) est 
choisi parmi les materiaux suivants : TiO z , Ta^ps, Hf0 2 , Zr0 2 , MgO, SiO z , Si 3 N 4 , 
MgF 2 , YF 3 , Al 2 0 3 , Zr0 4 Ti, Y 2 0 3 , !e diamant et les oxynitrures. 

5 

14. Micro-composant selon Tune quelconque des revendications 10 a 13, 
caracteris6 en ce que Pepaisseur de la couche mince de protection (9) est 
calculee a partir de la formule suivante : n.e = k. X I 4, dans laquelle n est 
I'indice de refraction du materiau composant la couche mince de protection (9) 

10 pour une longueur d'onde X du signal optique de lecture recu par la couche 
mince (2, 6), e est I'epaisseur optique de la couche mince de protection (9) et k 
est un entier impair. 

15. Micro-composant etalon selon Tune quelconque des revendications 1 a 14, 
15 caracterise en ce que le micro-composant etalon (4) comporte une plurality de 

couches minces (2, 6) superposees de maniere a definir une plurality de 
niveaux de fluorescence. 

16. Micro-composant etalon selon la revendication 15, caracterise en ce que les 
20 ouvertures (3) d'au moins deux couches minces (2, 6) sont superposees. 

17. Biopuce caracterisee en ce qu'elle comporte, sur un mdme substrat, au 
moins une sonde biologique et au moins un micro-composant etalon selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 16. 

25 

18. Procede de fabrication d'un micro-composant etalon selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 16, comprenant le depdt sur un substrat (1) d'au moins 
une couche mince (2, 6) comportant des composants fluorescents, proc6de 



WO 2004/065946 




PCT/FR2003/003656 



caracteris6 en ce qu'il consiste a insoler au moins une zone (2a) de la couche 
mince (2, 6) de maniere a ce que des premier et second niveaux de 
fluorescence soient respectivement deiinis par la partie non insotee et par la 
zone insolee (2a) de la couche mince (2, 6). 

19. ProcedS de fabrication d'un micro-composant 6talon selon la revendication 
18, caracterisS en ce qu'il comporte le depot, sur le substrat (1), d'une pluralite 
de couches minces superposees (2, 6). 
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20. Proced6 de fabrication d'un micro-composant etalon selon Tune des 
revendications 18 et 19, caracterise en ce qu'il comporte apres insolation le 
depdt d'une couche mince de protection (9). 




Fig. 2 




Fig. 3 



4 

2a 3 N r 6b _ 6c 

^2 



Fig. 4 




Fig. 5 



WO 2004/065946 




PCT/FR2003/003656 




Fig. 6 



4 




Fig. 7 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



li^^ tlonal Application No 

^yFR 03/03656 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 G01N21/64 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 G01N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included In the fields searched 



Electronic data base consulted during the International search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, INSPEC, COMPENDEX 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with Indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



DE 102 00 865 A (CLONDIAG CHIP 
TECHNOLOGIES GMB) 
10 October 2002 (2002-10-10) 
alineas '0033! -'0060! 



US 6 242 114 Bl (SHINKLE MICHAEL W 
5 June 2001 (2001-06-05) 
* colonne 4, lignes 45-65 * 



ET AL) 



WO 02/48691 A (BARRITAULT PIERRE 
;C0MMISSARIAT ENERGIE AT0MIQUE (FR); 
CHAT0N PATR) 20 June 2002 (2002-06-20) 
cited in the application 
* page 6, lignes 10-22 * 



1-9, 
15-19 

10-14,20 
10-14,20 

14 



□ 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed In annex. 



° Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which Is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the International 

filing date 

■L* document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

'O' document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



•T later document published after the International filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an Inventive step when the document is taken alone 

■Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skflted 
In the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



26 April 2004 



Dale of mailing of the International search report 



06/05/2004 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5618 Patent laan 2 
NL-2280HVRIJswiik 
TeL (+31-70) 340-2040, Tx. 31 661 epo nl. 
Fax (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Hoogen, R 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (January 2004) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

■on on patent family members 



Patent document 
cited In search report 



nal Application No 



Publication 




Patent family 


Publication 


date 




member(s) 


date 


10-10-2002 


DE 


10200865 Al 


10-10-2002 




CA 


2441437 Al 


03-10-2002 




WO 


02077620 Al 


03-10-2002 | 




EP 


1373870 Al 


02-01-2004 



DE 10200865 



US 6242114 Bl 05-06-2001 NONE 



WO 0248691 A 20-06-2002 FR 2818378 Al 21-06-2002 

EP 1346203 Al 24-09-2003 

WO 0248691 Al 20-06-2002 



Form PCT/1SA/210 (patent family annex) (January 2004) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



& 



9 Internationale No 

!/FR 03/03656 



A. CLASSEMEMT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 7 G01N21/64 



Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fols selon la classification nationals et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mlnimaie consultee (systeme de classification sulvi des symboles de classement) 

CIB 7 G01N 



Documentation consuttee autre que la documentation mlnimaie dans la mesure oo ces documents relevent des domatnes sur lesquels a porta la recherche 



Base de donnees electronlque consuttee au cours de la recherche Internationale <nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, BIOSIS, INSPEC, COMPENDEX 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorte ° Identification des documents cites, avec, le cas echeant, rtndlcation des passages pertinents 



no. des revendications visees 



DE 102 00 865 A (CL0NDIAG CHIP 
TECHNOLOGIES GMB) 
10 octobre 2002 (2002-10-10) 
alineas '0033 '.-'0060! 



US 6 242 114 Bl (SHINKLE MICHAEL W 
5 juin 2001 (2001-06-05) 
* colonne 4, lignes 45-65 * 



ET AL) 



WO 02/48691 A (BARRITAULT PIERRE 

; COMMISSARIAT ENERGIE ATOMIQUE (FR); 

CHAT0N PATR) 20 ju1n 2002 (2002-06-20) 

cite dans la demande 

* page 6, lignes 10-22 * 



1-9, 
15-19 

10-14,20 



10-14,20 



14 



j | Voir la suite du cadre C pour la fin de la iiste des documents 



Les documents de families de brevets sont Indiques en annexe 



° Categories special es de documents cites: 

•A' document definlssant Tetat general de la technique, non 

considere comma partlcullerement pertinent 
•E' document anterieur, mats publie a la date de depot international 

ou apres cette date 

a L a document pouvant Jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre cfiatlon ou pour une ralson speclaie (telle qulndiquee) 

■C document se referant a une divulgation oraJe, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depot international, mals 
posterfeurement a la date de priorite revendlquee 



m T document ulterieur pubtie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a retat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de Hnvention 

*X a document parttculierement pertinent; finven tlon revendlquee ne peut 
etre consfderee comme nouvelle ou comma impiiquant une actlvfte 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent; Mnven tion revendlquee 
ne peut etre conslderee comme Impiiquant une actlvite Inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de mfime nature, cette combinaison etant evldente 
pour une personne du metier 

'&' document qui fait partie de la me me famille de brevets 



Date a laquelle ra recherche Internationale a ete effectivement achevee 

26 avrll 2004 



Date d'expeditlon du present rapport de recherche Internationale 



06/05/2004 



Norn et adresse postale de radminlstratlon chargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRQswiJk 
TeL (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3018 



Foncuonnalre autorise 



Hoogen, R 



Formulalro PCT/ISA/210 (douxidmo feuIBo) (Janvier 2004) 



i 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Ml 



de Internationale No 

FR 03/03656 



Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 



Date de 
publication 



DE 10200865 


A 


10- 


-10- 


-2002 


DE 


10200865 Al 


10-10-2002 












CA 


2441437 Al 


03-10-2002 












WO 


02077620 Al 


03-10-2002 












EP 


1373870 Al 


02-01-2004 


US 6242114 


61 


05- 


-06- 


-2001 


AUCUN 






W0 0248691 


A 


20- 


-06- 


-2002 


FR 


2818378 Al 


21-06-2002 












EP 


1346203 Al 


24-09-2003 












WO 


0248691 Al 


20-06-2002 



Formubire PCT/ISA/210 (annexe tamOtes de brevets) (Janvter 2004) 



